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論文内容要　旨
【背景】ヒストンH2A-H2B, H3-H4からなるヒストン八量体の周囲にDNAが巻付くことにより,ヌ
クレオソ-ムという基本単位が形成される｡ヌクレオソ-ムは染色体上の至るところで形成され,クロ
マチンと呼ばれるDNA高次構造が構築される｡ヒストンには多くの翻訳後修飾が存在し,その翻訳後
修飾の制御が創薬の標的として注目されている｡クロマチン制御因子は大別すると3種に分けられるが,
それらは(I)ヒストン翻訳後修飾酵素, (H)ATP依存性クロマチンリモデリング複合体, (111)ヒスト
ンシャペロンである｡この3種の因子群の連携により,核内反応におけるクロマチン動態が制御される｡
また,プロモーター領域におけるH2A.Z (出芽酵母Htzl)やセントロメア領域におけるCenH3 (出芽酵
母Cse4)に代表されるヒストンバリアントを含む特殊なヌクレオソ-ムも存在する｡クロマチン制御の
研究は主に転写の領域で進展し,他の核内反応の研究は遅れていた｡本研究では,クロマチン制御因子
とその標的であるヒストンのDNA修復及び染色体分配における役割の解明を目指した｡
【結果･考察】 (1) lNO80クロマチンリモデリング複合体の相同組換えにおける機能解析
核内アクチン関連タンパク質(Arp)は,種々のクロマチンリモデリング複合体に含まれているが,本
研究ではINO80クロマチンリモデリング複合体に固有に含まれるArp8に着目して解析を行った. arp8
変異株では2種類の組換えアッセイ系において, DNA傷害剤であるmethyl methanesulfbnate (MMS)に
よって誘導される相同組換え頻度の上昇率が野生株と比較して低かった(Fig. 1)｡このことは, INO80
クロマチンリモデリング複合体によるヌクレオソ-ムの構造変換がDNA二本鎖切断修復経路の1つで
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Figure 1. Arp8 is responsible for MMS-induced recombination.
(A-B) Unequal sister chromatid recombination (USCR)丘equencies (A) and heteroallelic recombination (HR) fre-
quencies (B) of wild-type and arp8 cells were detemined by plating on YPAD or SC lacking histidine medium
containing the indicated concentrations of methyl methanesulfonate (MMS), then incubated for 3 days at 30oC. The
recombination kequency is expressed as the number of His+ recombinantsper 1 06 colony formingunits (CFU). The
data arethe average of three independent experiments. Error bar indicates standard deviation.
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ある相同組換え修復時に必要であることを示唆している｡また, INO80複合体を含む複数のクロマチン
制御因子の共通サブユニットであるArp4が,微小管と結合する染色体側の装置である動原体の構築に
必要であることを示した｡ INO80複合体は転写研究で同定された因子であることから,転写とDNA修復,
染色体分配に共通のクロマチン制御機構の存在が示唆された｡
(2)ヒストン点変異株ライブラリー(histone-GLibrary)の構築と解析
次に,クロマチン制御因子ではなく,ヒストンそのものに着目した｡堀越正美博士らのグループに
より,ヌクレオソ-ム表面に露出しているヒストン残基の点変異株群の解析(CLASP)がなされていた
が,本研究では共同研究により,さらにヌクレオソ-ム内部に位置するヒストン残基の点変異株群の
解析(CLAMP)を行った｡この2つの点変異株群を統合したヒストン点変異株ライブラリーをhistone-
GLibraryと名付けた｡ヒストン1アミノ酸レベルの包括的解析により,転写開始(sptー表現型),転写伸
長(6AU感受性), DNA複製(HU感受性), DNA修復(MMS感受性)におけるクロマチン制御に重要
と考えられるヒストン残基を明らかにすることで,複数のDNA介在反応に共通して重要と考えられる
ヒストン残基を同定した(Fig.2)｡
(3)ヒストン点変異株ライブラリーを用いた染色体分配における機能解析
上記ヒストン点変異ライブラリーを用いて,さらに微小管重合阻害剤であるthiabendazole (TBZ)と
benomylに感受性を示す24のヒストン点変異株を同定した(Fig.2)｡その24残基の中で,特にH2Aの
C末端領域はH3 cLN領域と近傍に存在し, TBZ佃enomyl感受性を示す残基が集中していた.また, H2A
のC末端領域は,染色体分配領域においてあまり着目されていない領域であると考えられた｡本研究では,
H2AのC末端領域の中でも,特にH2A-1112という残基に着目した｡
H2A-1112A点変異株では,もう1つの微小管重合阻害剤であるnocodazole処理によるM期同調の解
除後に,染色体分配異常を示す細胞の割合が増加した｡動原体一微小管結合が起こっているかどうかを
監視する機構であるspindle assembly checkpoint (SAC)に異常はないか調べたところ, H2A-1112A点変異
樵では, SACは正常であることが示唆された｡
そこで,動原体一微小管結合によって張力が発生しているか,すなわち正常な結合様式であるbil)01ar
attachmentを形成しているかどうかを監視する機構であるtension cbeckpointに異常があるのではないか
と考えた｡姉妹セントロメアと微小管の経時的生細胞観察により, H2A-I112A点変異株では,異常な動
原体一微小管結合様式であるmonol)01ar attachment (おそらくsyntelic attachment: 2つの姉妹動原体のど
ちらにも一方向からの微小管が結合するもの)を示す細胞の割合がnocodazole処理時間依存的に増加す
ることが分かった.また, syntelic attachmentを解消する働き(re-orientation)があり, tension checkpoint
を担うchromosomal passenger complex (CPC)のセントロメア領域における局在量は, H2A1112A点変異
株で低い状態にあった｡これらの結果から,コアヒストンH2Aはtensioncheckpoint制御に必要であるこ
とが示唆された｡
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さらに, H2A-1112A点変異株ではnocodazole処理時に,ヌクレオソ-ム間のリンカーDNAを切断す
るMNaseに対して顕著な耐性を示したことから,クロマチンの過剰な凝縮あるいは染色体構造の変化が
引き起こされていることが示唆された｡また,セントロメア近傍領域では, H2A1112A点変異株におい
て,ヒストンバリアントであるHtzlの局在量が野生株と比較して高いことが示唆された｡これらの結果
から,ヒストン点変異と微小管重合阻害剤により誘導されたクロマチン構造の異常がCPCの局在を変化
させ, CPCの活性を減弱させたと考えられる｡言い換えると,微小管の再重合後において,柔軟なクロ
マチン構造が, CPCによって仲介されるre-orientationを正常に誘導することに必要であると考えられた｡
H2A-1112を含め,ヒストンのアミノ酸配列は酵母からヒトに至るまで極めて高度に保存されているた
め,本研究のさらなる解析は進化的に広く保存されたクロマチン制御機構の基盤解明に繋がると期待さ
れる｡
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審査結果の要　旨
遺伝情報を担うゲノムDNAはクロマチンと呼ばれる高次構造に収納されており,このクロマチンは
ヌクレオソ-ムという基本単位から構成されている｡ヌクレオソ-ムはヒストンH2A, H2B, H3, H4
のそれぞれ2分子からなる八量体の周囲にDNAが巻付いたものである｡ヒストンには多くの翻訳後修
飾が存在し,その翻訳後修飾に関与する酵素が創薬の標的として注目されている｡クロマチン制御因子
は大別すると3種に分けられ,それらは,ヒストン翻訳後修飾酵素,クロマチンリモデリング複合体,
ヒストンシャペロンである｡この3種の因子群の連携により,核内反応におけるクロマチン動態が制御
される｡本研究は,クロマチン制御因子とその標的であるヒストンのDNA修復及び染色体分配におけ
る役割の解明を目指したものである｡
まず初めに,酵母INO80クロマチンリモデリング複合体に注目し,この複合体がDNA損傷により誘
導される相同組換え修復に関与することを示した｡また, INO80複合体を含む複数のクロマチン制御因
子に共通して含まれるAIp4が,染色体分配に重要な動原体の構築に必要であることを示した｡ INO80
複合体は転写研究で同定された因子であり,転写とDNA修復,染色体分配に共通のクロマチン制御機
構の存在が示唆された｡
次に,ヒストンの各核内反応における役割をヒストンのアミノ酸残基の点変異株群を用いて解析した｡
このヒストンの1アミノ酸レベルの変異の包括的な解析により,転写開始,転写伸長,DNA複製,DNA修復,
染色体分配におけるクロマチン制御に重要と考えられるヒストン残基を明らかにし,複数の核内反応に
共通して重要と考えられるヒストン残基を同定した｡
ヒストン点変異株の解析でH2AII112A変異株は,転写伸長, DNA複製, DNA修復,染色体分配のい
ずれにも異常を示したことから,その解析は複数の核内反応に共通のクロマチン制御機構の解明に繋が
ると考えられた｡そこでH2A-1112A点変異株の染色体分配の異常を解析し, H2A-1112A点変異株のクロ
マチンは野生株と比較して凝縮しており,動原体と微小管の結合により生じる張力の感知機構に異常が
生じていることを明らかにした｡
以上のように,本研究はクロマチン制御因子のDNA修復や染色体分配における役割を明らかにした
だけでなく,ヒストンのアミノ酸残基の機能に関する膨大な知見を与えた｡さらにそのうちの一つの変
異株を用いて,染色体分配におけるクロマチン制御機構に関する研究を大きく前進させた｡
以上のように本研究はクロマチン制御機構に関する領域の研究の進展に大きく貢献するものであり,
その学術的価値は大変高い｡
よって,本論文は博士(薬学)の学位論文として合格と認める｡
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